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RESUMO 

 

Santos EA. Papel do IP3 na transdução de sinal e função da heme oxigenase em Plasmodium 

falciparum. [tese (Doutorado em Parasitologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2013. 
 
Plasmodium falciparum, agente etiológico da malária, possui um ciclo de vida que envolve 
dois hospedeiros (fêmea do mosquito Anopheles e humanos) onde apresenta refinadas 
estratégias que envolvem mudanças morfológicas e bioquímicas em diferentes ambientes para 
garantir a sua sobrevivência. O estudo da maquinaria de sinalização deste parasita tem 
revelado a geração de segundos mensageiros e proteínas efetoras da sinalização celular 
importantes na percepção de estímulos extracelulares no parasita. Esta tese tem como 
finalidade demonstrar que o P. falciparum dentro do eritrócito é capaz de usar a via de 
sinalização celular dependente do segundo mensageiro inositol trifosfato (IP3). Para isto 
usamos um IP3 permeável a membrana celular denominado (caged-IP3) que é liberado para 
atuar como segundo mensageiro na presença de luz ultravioleta. Investigamos os estoques de 
Ca2+ intracelular sensíveis ao IP3 neste parasita e exploramos a sensibilidade ao IP3 em 
diferentes estágios no ciclo intraeritrocítico. Demonstramos que o hormônio melatonina, 
importante na manuntenção da sincronicidade da fase intraeritrocítica de P. falciparum, é 
capaz de aumentar a concentração de IP3 neste parasita. Com o uso de uma coluna de 
afinidade ao IP3 tentamos encontrar proteínas candidatas ao receptor de IP3 em P. falciparum. 
Este trabalho também estuda a enzima heme oxigenade de P. falciparum (PfHO). Testamos a 
capacidade desta enzima em converter biliverdina (BV) em bilirubina (BR), uma importante 
reação do catabolismo da hemina. Estudamos a modulação desta atividade na presença de 
diversas metaloprotoporfirinas e o potencial destes compostos como antimaláricos. 
Reportamos que a biliverdina é capaz de modular o ciclo intraeritrocítico de P. falciparum e 
apresentamos a proteína enolase de P. falciparum como candidato ao sensor de BV neste 
parasita. 
 
Palavras-chave: Plasmodium. IP3. Ca2+. Melatonina. Receptor de IP3. Heme oxigenase. 
Metaloprotoporfirinas. Biliverdina. Enolase. 
 

  



 
 

ABSTRACT 

 

Santos EA. IP3 rolein signal transduction and function of heme oxygenase in Plasmodium 

falciparum. [Ph. D. thesis (Parasitology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2013. 
 

Plasmodium falciparum, the etiological agent of malaria, possesses a life cycle that involves 
two hosts (the female of Anopheles mosquito and human) on which has refined strategies 
involving morphological and biochemical changes in different environments to ensure its 
survival. The study of the signaling machinery of the parasite has revealed the generation of 
second messengers and effector of cell signaling proteins important in the perception of 
extracellular stimuli in the parasite.This thesis aims to demonstrate that P. falciparum within 
the erythrocyte is able to use the cellular signaling pathway dependent on second messenger 
inositol triphosphate (IP3). For this purpose, we use a cell membrane-permeable IP3 called 
(caged-IP3) which is released to act as a second messenger in the presence of ultraviolet light. 
We investigated the intracellular Ca2+ stores sensitive to IP3 and explore the parasite 
sensitivity to IP3 at different stages in the intraerythrocytic cycle. We demonstrate that 
melatonin hormone, important in maintenance synchronicity at intraerythrocytic phase of P. 

falciparum, is capable of increasing the IP3 concentration on this parasite. Using an IP3 
affinity column, we tried to find candidate proteins for IP3 receptor in P. falciparum. This 
work also studies the enzyme P. falciparum  heme oxygenase (PfHO). We tested the ability of 
this enzyme to convert biliverdin (BV) in bilirubin (BR), an important reaction of heme 
catabolism. We studied the modulation of this activity in the presence of various 
metalloprotoporphyrins and the potential of these compounds as antimalarials. We reported 
that biliverdin is capable of modulating the intraerythrocytic cycle of P. falciparum and 
present P. falciparum enolase as candidate for BV sensor on this parasite. 
 
Keywords:Plasmodium. IP3. Ca2+. Melatonin. IP3 receptor. Heme oxygenase. 
Metalloprotoporphyrins. Biliverdin. Enolase 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Malária 

 
Malária, causada pelo parasita do gênero Plasmodium, é um dos maiores flagelos da 

humanidade. Esta doença responde por mais de 500 milhões de casos clínicos por ano e mais 

de um milhão de mortes, na maioria crianças. (Snow et al., 2005). 

O parasita da malária existe há pelo menos 150 milhões de anos (Carter, Mendis, 

2002) e infecta vários grupos dentro de Vertebrata: aves, répteis e mamíferos. Há cinco 

espécies de Plasmodium capazes de infectar humanos: P. falciparum, P. ovale, P. malariae, 

P. vivax e P. knowlesi. 

Atualmente, as espécies mais prevalentes que acometem humanos são P. falciparum 

(África sub-saariana) e P. vivax (Ásia, América Central e América do Sul) (Carter, Mendis, 

2002), sendo P. falciparum a espécie que causa a forma mais letal da doença (Miller et al., 

2002). 

 A extrema patogenicidade do P. falciparum sugere um recente contato com o 

humano, adquirido pela transferência de um hospedeiro não humano (Russel, 1950). Rich et 

al. (2009) mostraram que P. falciparum possui de fato pouco polimorfismo e corroboram com 

a hipótese de que P. falciparum originou de uma única transferência de um hospedeiro 

chipanzé infectado com  P. reichenowi , sendo que todas as cepas de P. falciparum estão 

ligadas a um braço  da árvore de P. reichenowi (figura 1). 

No decorrer da história, a malária tem sido um grande impedimento para o 

desenvolvimento humano. A doença sozinha já conseguia fazer com que projetos econômicos 

fossem grandemente dificultados ou até impossibilitados (Carter, Mendis, 2002). Apesar da 

área de ocorrência da malária ter sido confinada às regiões tropicais do globo após políticas de 

contenção, o número de pessoas que vivem em áreas de risco tem crescido e se encontra em 

torno de três bilhões, e há a expectativa de que continue crescendo (Guinovart et al., 2006). 

Há estudos evidenciando a relação causal existente entre malária e pobreza (Worrall et al., 

2005) o que reduz o interesse no combate à doença. Além disso, a procura de tratamento 

especializado em países pobres é pequeno, observando-se mais o auto-tratamento (Worrall et 

al.,2005). Um fator agravante é o surgimento de cepas de parasitas resistentes às drogas 

comumente usadas.  Apesar do aumento dos recursos para combate da malária para um bilhão 

de dólares em 2008 e o uso de várias estratégias (antimaláricos, mosquiteiros e inseticidas) 
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faz-se necessário um monitoramento para verificar os progressos no controle da doença e 

onde os esforços devem ser focados (Grabowsky, 2008). 

 

Figura 1-Filogenia baseada no gene Citocromo B evidenciando as relações de parentescos 
entre quatro espécies de Plasmodium que acometem humanos.  

A: P. falciparum.  B: P. malariae, C : P. vivax e D :P. ovale e seus grupos irmãos. P. reichenowi 
parasita chipanzés; P. yoelii  e P. berghei  parasitas de roedores e P. gallinaceum parasitas de aves. 
Seta  preta evidencia o ponto de origem P. falciparum. 
Fonte: Baseado no Rich et al.(2009). 
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1.2 Ciclo de vida do Plasmodium 

 
O desenvolvimento do parasita da malária é um processo complexo que envolve dois 

hospedeiros: o hospedeiro definitivo (fêmea de mosquitos do gênero Anopheles) que são os 

vetores da doença na qual ocorre a fase sexuada do desenvolvimento do parasita; e o 

hospedeiro intermediário (havendo espécies distintas de Plasmodium que infectam répteis, 

aves e mamíferas) ocorrendo nesses vertebrados à fase assexuada do parasita. 

Ao picar um hospedeiro vertebrado, mosquitos do gênero Anopheles injetam através 

da saliva dezenas de esporozoítos dando início à fase assexuada do ciclo da malária. Os 

esporozoítos entram na corrente sanguínea e posteriormente no fígado, alojando-se nos 

hepatócitos e iniciando um ciclo de reprodução assexuada. Uma característica interessante dos 

esporozoítos é a capacidade de fazer traversing. Traversing é passagem através de diversos 

hepatócitos antes da invasão da célula em que o esporozoíto sofrerá mudança de formato 

(round up) e posterior desenvolvimento em merozoítos. É interessante que o proceso de 

traversing acontece sem a formação de um vacúolo parasitóforo, o que contrasta com o 

processo de invasão do hepatócito para desenvolvimento em merozoítos (Mota et al., 2001). 

Na fase hepática, o P. vivax é capaz de se diferenciar em um estágio de dormência 

denominado hipnozoíto. Estas células podem reiniciar o desenvolvimento da fase hepática e 

causar sintomas clínicos da doença no hospedeiro sem o contato com o mosquito (Krotoski, 

1985). 

Após a fase hepática, milhares de merozoítos são liberados na corrente sanguínea 

dando início a invasão dos eritrócitos e ao ciclo intraeritrocítico, com estágios de maturação 

bem definidos: anel (A), trofozoíto (T) e esquizonte (E).  

Após a ruptura da célula hospedeira, os merozoítos que são liberados na corrente 

sanguínea invadem os eritrócitos e recomeçam um novo ciclo. Alternativamente, há a 

diferenciação de alguns merozoítos que invadiram os eritrócitos em gametócitos femininos e 

masculinos, que formam gametas quando ingeridos pelo inseto, dando início a fase sexuada. 

A fecundação destes gametas dá origem a um oocineto móvel, que se aloja no intestino médio 

do inseto e sofre divisões reducionais formando esporozoítos. Os esporozoítos migram para as 

glândulas salivares do mosquito onde serão liberados durante a alimentação do mosquito 

(Bannister et al., 2003) (figura 2). 

Aspectos interessantes do ciclo de vida do Plasmodium têm revelado estratégias que 

garantem o sucesso no desenvolvimento. Amino et al. (2006), acompanhando ao vivo e in 

vivo esporozoítos expressando GFP (Green fluorescence protein) revelaram a capacidade de 
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algum esporozoítos adentrarem os vasos linfáticos do hospedeiro intermediário. Sturn et al. 

(2006) demonstraram que durante o rompimento do hepatócito os merozoítos hepático são 

revestidos pela membrana do hepatócito (merossomo), esta estratégia evita o reconhecimento 

dos merozoítos pelas células de Kuppfer que patrulham os sinusóides hepáticos. Durante o 

desenvolvimento intraeritrocítico, os eritrócitos infectados com P. falciparum apresentam 

citoaderência nas células endoteliais, este mecanismo é regulado por um conjunto de genes 

(var genes) que expressam proteínas PfEMP (P. falciparum erythrocyte membrane protein) 

(revisado de Rowe et al., 2009). A aderência no endotélio é um mecanismo importante para 

evitar que eritrócitos infectados passem pelo baço, orgão capaz de remover eritrócitos 

envelhecidos do sistema. Mais recentemente, Riglar et al. (2013) usando técnica de 

microscopia tridimensional demonstraram a participação dinâmica de proteínas translocadoras 

no vacúolo parasitóforo no processo de exportação de proteínas, inclusive a PfEMP, em P. 

falciparum. 

No mosquito, Rupp et al.(2011) reportaram que durante a ativação dos gametócitos há 

formação de filamentos no citossol do parasita contendo uma isoforma da actina 2, estes 

filamentos formam uma estrutura tubular que permite uma comunicação célula-célula nos 

estágios sexual do parasita dentro do sitema digestivo do inseto. Mais recentemente, Riglar et 

al. (2013) usando técnica de microscopia tridimensional demonstraram a participação 

dinâmica de proteínas translocadoras no vacúolo parasitóforo no processo de exportação de 

proteínas, inclusive a PfEMP, em P. falciparum. 

A fase intraeritrocítica do P. falciparum, que ocorre em um periodo de 48 horas, é a 

principal causa de morbilidade e mortalidade para o hospedeiro, sendo esta fase um dos 

principais alvos farmacológicos no combate desta doença. 
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Figura 2-Ciclo de vida do Plasmodium  evidenciando os eventos que ocorrem no hospedeiro 
invertebrado e vertebrado. 

Fonte: Baseado em Kappe et al.(2010). 

 

1.2.1 Desenvolvimento sincrônico da fase intraeritrocítica em Plasmodium 

 
Na maioria das espécies de malária que infectam mamíferos a transição entre os 

estágios intraeritrocítico tal como as invasões de novos eritrócitos são eventos altamente 

sincronizados (Doerig et al.,1997). A periodicidade das febres, causada pela lise simultânea 

dos eritrócitos, é a característica mais marcante da infecção que geralmente ocorre em um 

padrão múltiplo de 24 horas.  A aparente simultaniedade de bilhões de indivíduos do parasita 

na corrente sanguínea pode representar uma importante e eficiente estratégia evolutiva para 

escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro. O’Donnel et al. (2011) corroboraram com 

esta hipótese ao reportar que a alteração do desenvolvimento sincrônico de P. chabaudi 

causada pela pertubação do ciclo claro/escuro do seu hospedeiro camundongo causa uma 

diminuição de até 50% na invasão dos eritrócitos. 
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A sincronia apresentada em várias espécies do gênero Plasmodium é rapidamente 

perdida em cultura indicando um possível envolvimento de um sinal derivado do hospedeiro 

(Trader, 1976). Hawking (1970) foi o primeiro a notar a semelhança entre o ciclo da malária e 

um ritmo circadiano. Boyd (1929), trabalhando com um parasita de aves,  reportou que 

quando o hospedeiro era exposto a um ritmo invertido de claro/escuro o ciclo do parasita 

também era invertido. Fenômeno similar foi observado em P. brazilianum (infecta macacos), 

a alteraçãodo ciclo circadiano do hospedeiro altera o ciclo intraeritrocítico deste parasita 

(Taliaferro, 1934). Arnold et al. (1969) concluiram que a retirada da glândula pineal do 

hospedeiro gera uma dessincronização do ciclo do parasita P. berghei. Esses experimentos 

demonstraram que a sincronia do ciclo do parasita está intimamente relacionada ao ritmo 

circadiano do hospedeiro. Na busca de encontrar um sinal que desencadeassem mudanças 

circadianas em mamíferos e que poderia ser usado pelo parasitas da malária, o hormônio 

melatonina surgiu como um forte candidato. 

A melatonina participa na regulação do ritmo circadiano de muitos eucariontes, 

incluindo vertebrados, invertebrados, plantas terrestres e dinoflagelados (Cassone et al.,1997).  

Hotta et al. (2000), reportaram um aumento na proporção de esquizontes em culturas  

de P. falciparum tratadas com o hormônio melatonina. Neste mesmo trabalho reportaram que 

parasitas P. chabaudi (infecta camundongos) perde sua sincronia quando seu hospeiro é 

pinealectomizados (remoção da glândula pineal, local onde ocorre produção de melatonina). 

Entretanto a sincronia é restabelecida com a aplicação de melatonina exógina. Este efeito é 

abolido quando a melatonina é aplicada na presença do luzindole, uma antagonista que se liga 

ao receptor de melatonina. 

N-acetilserotonina, triptamina, serotonina (moléculas precursores da melatonina) e 

N(1)-acetil-N(2)-formil-5-metoxicimuramina (AFMK, produto de degradação da melatonina) 

também são capazes de modular o ciclo intraeritrocítico do P. falciparum (Beraldo et al., 

2005; Budu et al.,2007). 

Interesante que, in vitro, melatonina não é capaz de modular o ciclo celular de P. 

berghei e P. yoelii, dois parasitas de roedores que mostram um desenvolvimento 

desincronizado in vivo (Bagnaresi et al.,2009). 
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1.3 Sinalização celular em Plasmodium 

 
Para completar com sucesso o ciclo de vida, o parasita precisa perceber e se adaptar a 

diferentes ambientes que incluem regiões intra e extracelulares em hospedeiros 

filogeneticamente muito distantes (Bannister, Mitchell, 2003). A percepção do ambiente é um 

fato fundamental para sobrevivência do parasita que conta com mecanismos de sinalização 

intracelular que ativam e modulam diversos processos que preparam o parasita a enfrentar 

eficientemente as diferentes fases de desenvolvimento em seu ciclo. 

 

1.3.1Maquinaria de sinalização via Ca
2+ 

 

O Ca2+ é um sinalizador intracelular muito versátil capaz de regular diversas funções 

celulares diferentes (Berridge et al., 2003). Ele é capaz de agir em milissegundos na exocitose 

de vesículas sinápticas ou ao longo de horas, no caso da regulação da expressão gênica. Cada 

tipo de célula expressa componentes da sinalização de Ca2+ distintos, gerando sistemas 

distintos de sinalização (Berridge, 2003). Esses sistemas funcionam através da criação de 

breves pulsos de Ca2+ na célula, pelo controle do aumento e diminuição da concentração de 

Ca2+ intracelular (figura 3). 

Assim como qualquer célula eucariótica, o parasita da malária mantém uma baixa 

concentração citoplasmática de Ca2+ (Garcia, 1999) e pequenas variações deste íon são 

capazes de modular importantes processos como a invasão dos merozoítos nas células 

vermelhas (Lew, Tiffert, 2007). 
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Figura 3-A sinalização por Ca2+e sua homeostase.  

O estímulo (agonista) se liga receptor (R) na membrana ativando uma fosfolipase C (PLC) formando 
inositol trifosfato (IP3) que libera Ca2+ de estoques intracelulares, no caso, do retículo endoplasmático. 
Uma grande quantidade do Ca2+ que entra liga-se a tampões,  uma pequena quantidade liga-se a 
efetores que participarão efetivamente do processo de sinalização celular. O sequestramento do Ca2+ 

citossólico pode consistir na expulsão do Ca2+ da célula através de canais uniporta, canais que trocam 
sódio ou através do sequestro do Ca2+ pelo RE pela SERCA (Ca2+ ATPase do retículo 
sarcoplasmático). O Ca2+ também pode ser sequestrado pela mitocôndria através de uma uniporta e 
então ser lentamente devolvido ao citossol para ser captado pelo RE ou ser bombeada para fora por 
uma cálcio-ATPase da membrana plasmática. IP3R:  receptor do inositol-1,4,5-trisfosfato, R- receptor 
da membrana plasmática. ECC: entrada capacitativa de Ca2+. 
Fonte: Baseado na revisão de Berridge (2003). 
  

Há duas formas com a qual a célula pode mobilizar o Ca2+: através da liberação de 

Ca2+ em depósitos intracelulares e o influxo de Ca2+do ambiente extracelular. A mobilização 

de Ca2+ a partir de depósitos intracelulares é um mecanismo ubiquitário e um eveto essencial 

para a transdução de sinal ativada por hormônios e outros agonistas. Por outro lado, a 

homeostasia deste íon precisa acontecer para a sobrevivência da célula, pois altas 

concentrações citosólicas de cálcio mantidas por muito tempo provocam apoptose (revisado 

de Berridge, 2009). 

Diversos trabalhos têm mostrado evidências da existência de dois compartimentos 

distintos de estoques de Ca2+em Plasmodium (Biagini et al., 2003; Garcia et al., 1996; Varotti 
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et al., 2003):  retículo endoplasmático, sensível à tapsigargina (thaps) que age inibindo a 

SERCA (Sarco Endoplasmatic Reticulum Ca2+-ATPase), responsável pelo bombeamento 

deste íon para dento da organela e um compartimento ácido caracterizado através do colapso 

do gradiente de pH intracelular e consequente mobilização de Ca2+ a partir do uso de 

ionóforos  Na+/H+ (monensina) e K+/H + (nigericina).  

Na fase intraeritrocítica o parasita enfrenta um desafio para utilizar o Ca2+para a 

sinalização, pois se encontra separado do meio externo que contém concentrações milimolar 

de Ca2+, pela membrana do vacúolo parasitóforo, pelo citossol e pela membrana da hemácia. 

Gazarini et al. (2003) demonstraram que o vacúolo parasitóforo, espaço existente entre a 

membrana do parasita e a membrana do vacúolo parasitóforo (MVP) é rico em Ca2+, 

sugerindo que durante a invasão as bombas de Ca2+ da membrana plasmática do eritrócito 

passam a fazer parte da MVP e bombeiam Ca2+ para o vacúolo parasitóforo. O Ca2+ é 

importante para a ativação de algumas enzimas no parasita, como a PKB (proteína quinase do 

tipo B), ativada por cálcio-calmodulina (Vaid, Sharma 2006; Vaid, Sharma 2008) e cisteíno-

proteases (Farias et al.,2005). 

Muitos componentes básicos para uma clássica sinalizaçõo dependente de Ca2+ já 

foram caracterizados em Plasmodium e outros Apicomplexas (filo que inclue o gênero 

Plasmodium) incluindo: quatro sequências putativas de receptores heptaélicos (Madeira et al., 

2008); proteína-G, inferida pela interferência que a toxina colérica e pertúnica causam na 

gametogênese em P. falciparum além das sequências de isoenzimas similares a PLCδ em 

Plasmodium e Toxoplasma (Fang et al., 2006; Gardner et al., 2002). Além do mais, bombas 

Ca2+-ATPases como SERCA e proteínas que regulam excesso de Ca2+ já foram identificadas 

(Billker et al., 2009; Dvorin et al., 2010; Koyama et al., 2009; Nagamune et al., 2006; Vaid et 

al.,2006; Vaid et al.,2008). Estes trabalhos indicam a clara importância que a regulação e a 

homeostase de Ca2+ neste grupo. 

  Entretanto, após mais de uma década do sequenciamento do genoma do P. 

falciparum, componetes importantes na sinalização dependente de Ca2+ ainda não foram 

identificados, dentre eles, destacam-se a proteína-G e o receptor de IP3. 
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1.3.2Via de sinalização induzida pela melatonina em Plasmodium 

 

 A melatonina é um composto lipofílico e, portanto, pode-se difundir livremente 

através de membranas biológicas e bem como na barreira hematoencefálica. Nos animais, a 

via biossintética utiliza serotonina como precursor, possuindo dois passos que envolvem: N-

acetilação (formando o N-acetil-serotonina) e O-metilação (formando a melatonina). A 

enzima N-acetil-transferase é produzida constitutivamente na glândula pineal, porém, devido 

à ação inibitória da luz, à noite sua produção aumenta  20 a 100 vezes  (Reiter, 1991; 

Vanecek, 1998). Este fato implica que o parasita Plasmodium recebe um pico deste hormônio 

durante o ciclo escuro do hospedeiro. 

Hotta et al. (2000), ao explorarem as vias de sinalização ativada pela melatonina em P. 

chabaudi e P. falciparum,  reportaram que este hormônio induz a liberação de Ca2+ citossólico 

tanto na presença quanto na ausência de Ca2+ extracelular, sugerindo a participação de Ca2+ 

nos compartimentos intracelulares. Porém, a mobilização de Ca2+ é abolida na presença da 

droga U73122 (um inibidor de fosfolipase C) e luzindol (um antagonista dos receptores de 

melatonina). Este trabalho é uma evidência de que a melatonina atua por uma via de 

sinalização dependente do IP3 em Plasmodium. A mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina não é observada em P. berghei e P. yoelii (espécies cujo ciclo não é modulado 

pela melatonina) (Bagnaresi et al., 2009). 

 Beraldo et al. (2005) reportaram a interação da via de sinalização de entre os segundos 

mensageiros Ca2+ e AMPc . Neste trabalho, foi demonstrado que em P. falciparum a 

melatonina aumenta os níveis de AMPc, efeito bloqueado com a adição do U73122 (inibidor 

da PLC) e por um quelante intracelular de cálcio (BAPTA). A adição de 6-BZ-cAMP 

(análogo permeável do AMPc), um ativador clássico da proteína PKA (fosfo quinase A), 

aumenta as concentrações de Ca2+ citossólico que culmina na modulação do ciclo. O bloqueio 

da PKA abole o efeito na modulação do ciclo induzida pela melatonina. A PKA, também 

conhecida como proteína quinase dependente de AMPc, é um importante mediador na 

fosforilação de proteínas e está envolvida na regulação de canais de ânions  e na invasão de 

eritrócitos em Plasmodium (Leykauf et al., 2010,  Merckx et al., 2008). Em adição, Fariaset 

al. (2005) reportaram que uma cisteína protease também é ativada por cálcio e melatonina. 

Levano-Garcia et al. (2010) demonstraram que a mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina em eritrócitos infectados com P. falciparum nos estágios trofozoíto (T) e 

esquizontes (E) é sustendada na presença de nucleotídeos ATP e UTP. Esta mobilização de 
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Ca2+ é abolida quando se remove o Ca2+ extracelular, sugerindo a participação de um receptor 

de ATP que atua como canal de Ca2+. 

 Koyama et al. (2012) investigaram a participação de uma proteína quinase (PfPK7) na 

sinalização mediada pela melatonina em P. falciparum. Neste trabalho, foi demonstrado que 

P. falciparum nocautes para o gene PfPk7 (PfPK7-) tem mobilização de Ca2+ induzida pela 

melatonina diminuída comparado com parasitas selvagens e não tem seu ciclo regulado pela 

melatonina, entretanto a expressão epissomal do gene PfPK7 nos parasitas PfPK7- 

restabeleceu a capacidade destes parasitas em ter seu ciclo modulado pela melatonina. Este 

trabalho demonstra a importância dos eventos de fosforilação na via de transdução de sinal 

estimulada pela melatonina. Interessante ressaltar que a o nocaute do gene PfPK7 reduz o 

número de merozoítos produzidos na esquizogonia diminuindo a parasitemia na fase 

intraeritrocítica, além de bloquear a formação dos oocistos no trato intestinal dos mosquitos 

(Dorin-Semblat et al., 2005). 

 O sistema ubiquitina/proteossomo (UPS) é uma via de degradação de proteínas que 

desempenha diversos papéis no ciclo celular, regulação de transcrição e transdução de sinal 

em eucariotos (Hershko et al., 1998). Koyamaet al. (2012) ao medirem a transcrição gênica de 

14 genes que codificam componentes do UPS em P. falciparum, reportaram que este sistema 

era positivamente regulado em parasitas tratados com melatonina, este efeito era abolido 

quando melatonina era adicionada com luzindol. Usando a mesma técnica, Koyama et al. 

(2012) demonstraram que melatonina não foi capaz de regular os componentes do sistema 

UPS em parasitas PfPK7-. Este trabalho demonstra a importancia dos eventos de fosforilação 

e a participação do UPS na transdução de sinal em P. falciparum. 

 Em vertebrados, a melatonina é capaz de regular genes dependentes do fator de 

transcrição NF-YB (Nuclear transcription factor subunit beta), estes genes estão associados à 

expressão de enzimas antioxidantes e fatores inflamatórios (Tomas-Zapico et al., 2005). Lima 

et al. (2013) usando PCR em tempo real e western blot reportaram que melatonina e 6-BZ-

AMPc regulam o fator de transcrição CCAAT-box DNA binding protein subunit B (PfNF-YB, 

número de acesso PF11_0477) em P. falciparum. Este trabalho demonstrou que a 

ubiquitinação da PfNF-YB é estimulada pela melatonina e que  o uso do bortezomide 

(inibidor do UPS) é capaz de regular a expressão do PfNF-YB. 

Em humanos, os receptores de melatonina MT1 e MT2 estão geralmente associados à 

proteína Gα1 (Jockers et al., 2008) mediando as respostas celulares via inibição da AMPc e 

PKA. Entretanto, os receptores de melatonina também podem se associar à proteína G que 

provoca a ativação da PLC e geração de IP3 (Brydon et al., 1999;  Lai et al., 2002; Steffens et 
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al., 2003), inclusive em melanócitos de Xenopus (Mullins et al., 1997) e dinoflagelados (Tsim 

et al., 1997). A ausência de uma proteína G indentificada no genoma de Plasmodium sugere 

que a identidade do receptor de melatonina em P. falciparum seja distinta do hospedeiro 

humano. 

A sinalização induzida pela melatonina no Plasmodium (Figura 4) tem contribuído 

para revelar os mecanismos fisiológicos que permitem estas células regularem seu ciclo de 

vida além de revelar potenciais alvos no compate à malária. 

 

Figura 4-Via de sinalização de melatonina em Plasmodium.  

 
Mel: Melatonina, R: receptor, G:  proteína-G, PLC: fosfolipase C, RE: retículo endoplasmático, IP3R: 
receptor de IP3, PK7: proteína quinase 7, AC: adenilato ciclase, PKA: proteína quinase A, CA: 
vacúolo ácido, cAMP: adenosina monofosfato cíclica, PK7: proteína quinase 7, UPS: sistema 
ubiquitina/proteossomo e PfNF-YB: CCAAT-box DNA binding protein subunit B. 
Fonte: Baseado nos dados de: Beraldo et al. (2005); Beraldo et al. (2007); Farias et al. (2005); 
Gazarini et al. (2003); Hotta et al. (2000); Passos et al. (1998); Koyama et al. (2012); Lima et al. 
(2013); Varotti et al. (2003). 
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1.4  Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3)  

 

1.4.1 IP3 e metabolismo 

 

A abolição da mobilização de Ca2+ induzida por melatonina pela droga U73122 

(Beraldo et al.,2005) em Plasmodium sugere a existência de uma clássica via de sinalização 

baseada no mio-inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). 

IP3 é um segundo mensageiro ubiquitário que regula a atividade do Ca2+ citossólico. 

Muitos trabalhos levaram a suspeita do IP3 como segundo mensageiro. Hokin et al. (1953) 

demonstraram que a formação de fosfatidilinositol (PI) era estimulada por agonistas externos 

a células. Michell (1975) foi o primeiro a propor que a hidrólise dos lipídeos de membrana era 

capaz de mobilizar Ca2+, esta hipótese foi validada pelo Berridge et al. (1979) ao estudar 

mobilização de 45Ca2+ em glândulas de insetos. Berridge (1983) sugeriu que o IP3 era o fator 

solúvel que causava a mobilização de Ca2+ em compartimentos intracelulares, mas foi o 

trabalho de Streb et al. (1983) que demonstrou diretamente a função do IP3 como segundo 

mensageiro ao estudar a mobilização de Ca2+induzida por concetrações micromolares de IP3 

em células acinares pancreáticas permeabilizadas. Neste trabalho, a mobilização de Ca2+ era 

originada de compartimentos não mitocondriais. 

A formação do IP3 na célula envolve desde a captação do inositol que é inserido nos 

fosfolipídeos específicos na membrana. A via metabólica mais simples e a mais bem estudada 

em mamíferos envolve ativação da fosfolipase C beta (PLCβ) mediada por receptor na 

superfície da membrana plasmática acoplada a proteína G. PLCβ cliva o fosfatidilinositol-

(4,5)-bifosfato (PIP2) formando 1,2-diacilglicerol (DAG) e IP3 (Woodcock, 1996).  DAG 

ativa varios isômeros de proteína quinase C (PKC) enqunato que o IP3 tem a importante 

função na liberação de Ca2+ de compartimentos intracelulares (Berridge, 1987) (figura 5). 

Como qualquer segundo mensageiro, o IP3 tem vida curta dentro da célula e seu rápido 

metabolismo ocorre por duas vias: remoção do fosfato na posição 5 do anel inositol pela 

enzima  inositol polifosfato 5-fosfatase (IP5-fosfatase) que resulta na formação do IP2 e um 

fosfato inativo. O  IP2 é posteriormente desfosforilado para inositol monofosfato que pode ser 

reciclado para formar novos fosfatidilinositois (PI), a segunda via é a fosforilação do IP3  pela 

enzima IP3(1,4,5) 3- quinase, que é dependente de ATP, resultando na formação de IP4 (Irvine 

et al., 1986). O IP4 pode ser rapidamente metabolizado para IP3 pela mesma enzima que 

desfosforila IP3 para formar IP2 (Pattni et al., 2004). 
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O IP4 também participa na mobilização de Ca2+  em células de mamíferos (Irvine et al., 

1999). Diversos trabalhos reportaram que a presença do IP4 permite a mobilização de Ca2+ 

induzida por IP3 de compartimentos diferentes do RE (Cullen et al., 1995; Irvine et al., 1999). 

Estes trabalhos sugerem ao IP4 um papel de potencializador na mobilização de Ca2+ induzida 

por IP3.  Uma possível explicação para este fenômeno é o papel protetor que o IP4 exerce 

sobre IP3 uma vez que o IP4 se liga a IP5-fosfatase aumentando o tempo de vida útil do IP3 

(Hermosura et al., 2000). 

Os fosfatidilinositois IP5 e IP6 também estão presentes nas células de mamíferos 

(Hughes et al., 1990). Porém as concentrações IP5 e IP6 não se alteram com a ação de agonista 

sugerindo que a formação dos fosfoinositois acima de 4 fosfatos não se origina da fosforilação 

do IP3 e IP4 (Heslop et al.,1985). 

O surgimento dos fosfatidilinositóis (PI) foi um evento antigo na evolução, este é 

encontrado desde bactérias (actionobactérias), Apicomplexas, fungos, plantas verdes e 

metazoas (revisado de Irvine, 2005). Acredita-se que o uso desta via com finalidade de 

sinalização ativada por um receptor de membrana culminando na produção de IP3 e DAG 

através de uma PLC tenha sido um evento mais recente (Michell, 2008). 
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Figura 5-Esquema clássico da formação e degradação do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e sua 
função como segundo mensageiro.  

 

 
Passo metabólico 1: incorporação do inositol no lípede CDP-diacilglicerol (CDP-DAG) catalisada pela 
enzima fosfatidilinositol sintase formando fosfatidilinositol (PI). Passo 2: formação do 
fosfatidilinositol-4-fosfato (PIP) catalisada pela enzima fosfatidilinositol quinase (PI4K). Passo 3: 
formação do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) a partir da fosforilação do PIP pela enzima 
fosfatidilinositol 4-fosafato 5-quinase (PIPKI). Passo 4: PIP2 é clivado pela enzima fosfolipase C 
(PLC) formando inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol DAG. O IP3 é solúvel e se liga ao 
receptor de IP3 (IP3R) localizado no retículo endoplasmático causando a abertura do canal que culmina 
na liberação de Ca2+. Passo 5: o IP3 é desfosforilado pela enzima inositol polifosfato 5-fosfatase (IP5-
fosfatase) formando inositol 1,4-bifosfato (IP2). Passo 6: formação do inositol 1-monofosfato (IP1) a 
partir do IP2 catalisado pela enzima inositol polifosfatase 1-fosfato. Passo 7: formação do inositol a 
partir do IP1 pela enzima inositol monofosfatase. Passo 8: formação do inositol 1,3,4,5-tetrafosfato a 
partir do IP3 catalisada pela enzima inositol 1,4,5-trifosfato 3-quinase (IP3 3- KI).  
Fonte: Baseado no Berridge, (1987); Irvine et al. (1986); Michell, (1975); Streb et al. (1983); 
Woodcock, (1996). 
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1.4.2 Caged-IP3 

 

O conhecimento das propriedades da molécula de IP3 em sistemas biológicos permitiu 

desenvolver ferramentas farmacológicas usadas para investigar a resposta de Ca2+ induzida 

via IP3 através de IP3 sintéticos. IP3 é uma molécula com cargas hidrofílica sendo 

impermeáveis as hidrofóbicas membranas plasmáticas (Dakin et al., 2006). Ésteres lipofílicos 

associados ao IP3 e análogos têm sido usados para facilitar a entrada não invasiva deste 

segundo mensageiro nas células (Li et al., 1997). A concentração extracelular de Ca2+ é em 

geral 10000 vezes maior que a concentração de Ca2+ intracelular, qualquer manipulação 

invasiva a membrana pode facilmente pertubar a homeostase de Ca2+ na célula.  

O caged-IP3 é um composto sintético produzido a partir do mio-inositol, que é 

permeável a membrana graças à adição de esterases e possui uma molécula 4,5-dimetoxi-2-

nitrobenzil (molécula fotosensível ao UV que impede a ligação do IP3 ao domínio de ligação 

do IP3R) (Hirata et al., 1993). O estímulo do caged-IP3 com a luz ultravioleta (UV) libera um 

IP3 com as mesmas propriedades do IP3 celular, ou seja, ele é passível de ser degradado ou de 

se ligar ao receptor de IP3 (figura 6). 

 

Figura 6-Esquema do processo de fotoliberação do caged-IP3.  

Em A:  caged-IP3 antes de entrar na célula. Retângulo vermelho evidencia o grupo metil propioniloxi 
(PM) que confere a lipossolubidade ao composto. B: Estrutura do caged-IP3 após ataque das esterases 
que removem o grupo PM. O retângulo azul evidencia o grupo 4,5-dimetoxi-2-nitrobenzil (DMNB) 
que é fotossensível ao UV e impede a ligação do IP3 ao receptor e a ligação das enzimas que degradam 
IP3 . C: Estrutura do IP3 livre pelo pulso de luz UV, quadrado verde evidencia o pequeno grupo 
metoximetileno que evita o ressonância dos fosfatos no anel inositol evitando a formação de 
insômeros de IP3 . 
Fonte: Modificado de Dankin et al. (2006). 

 

O caged-IP3 é uma ferramenta muito útil, pois permite estimular diretamente o 

receptor de IP3 (IP3R) sem a necessidade de agonistas. 
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A fotoliberação do IP3 a partir do caged-IP3 já foi usada para estudar a dinâmica de 

mobilização de Ca2+ em diversos modelos biológicos: neurônios humanos (Stork et al., 2010), 

células de músculo liso (Rainbow et al., 2009), oocisto de Xenopus (Smith et al., 2009), 

plantas (Monteiro et al., 2005) e no Trypamosoma brucei (Huang et al., 2013). 

 

1.4.3Evidência da via metabólica de fosfatidilinositol e do IP3 em Plasmodium 

 

O surgimento dos diversos fosfatidilinositois (PI) foram eventos antigos na evolução e 

o uso desta via ativada por um receptor de membrana culminando na produção de segundos 

mensageiros como IP3 e DAG tenha sido um evento derivado (Michell, 2008). 

Nos Apicomplexas já foram caracterizados genes que codificam as enzimas 

fosfatidilinositol quinase (PI4K) e fosfatidilinositol 4-fosafato 5-quinase PIPKI (Gardner et 

al., 2002; Wengelnik et al., 2007) e uma enzima PLCδ foi clonada de Toxoplasma gondii, 

porém esta apresentou melhor atividade na presença de PI como substrato ao invés da PIP2 

(Fang et al.,2006). 

Já foram caracterizadas a síntese de vários fosfatidilinositois de membrana derivado do 

PI em P. falciparum durante a fase intraeritrocítica (Elabbadi et al.,1994; Gerold et al.,1994). 

Vaid et al. (2010) reportaram que na fase intraeritrocítica o P. falciparum exporta a enzima 

fosfatidilinositol 3-quinase (enzima que usa PI como substrato para produzir um tipo de PIP 

que não é substrato para formação do PIP2) para o eritrócito e este desempenha função 

importante no transporte de hemoglobina para o parasita. Fosfatidilinositois são moléculas 

versáteis que podem sofrer fosforilação em diferentes pontos do anel inositol gerando uma 

variedade de fosfoinositois de membranas com funções bem distintas, tal como conferir 

estabilidade a membrana plasmática e vesículas (Koga et al.,2007). 

Glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma classe de glicolípides formadas por PI ancora a 

proteína e açúcares na membrana e possui importante papel na patogenicidade da malária 

(Gerold et al.,1994). No desenvolvimento intraeritrocítico, o Plasmodium produz proteínas 

como MSP1 (merozoite surface protein 1) e MSP2 (merozoite surface protein 2) que são 

ancoradas na membrana com envolvimento do diacilglicerol DAG) (Haldar et al.,1986; 

Holder et al.,1985). Interessante que nenhuma GPI em Plasmodium parece ser afetada com 

tratamento da PLC (Gerold et al.,1994), porém foi reportado que a incubação da PLC  de 

Staphylococcus aureus em merozoítos e  esquizontes é capaz de induzir a atividade de uma 

proteína de membrana de 76kDa. 
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Schofieldet al. (1993) sugeriram que GPI do P. falciparum são os compostos 

dominates pela patogenicidade da malária. Esta idéia vem do fato que GPIs têm abilidade de 

induzir TNF- , IL-1 e IFN-  em macrófagos e causar sintomas graves de malária como 

hipoglicemia.  GPIs também são capazes de induzir óxido nítrico sintáse e aumentar a 

expressão de moléculas adesívas como ICAM-I, VCAM-1 e E-selectin na superfície das 

células endoteliais através da ativação da PKC (proteína quinase C) e PYK (proteína tirosina 

quinase) (Schofield et al., 1996; Tachado et al.,1996). 

Olszewskiet et al. (2009), ao estudar os metabolómicos encontrados durante a fase 

intraeritrocítica de P. falciparum,  reportaram um aumento de mio-inositol. Este dado 

corrobora o trabalho de Elabbadi et al. (1994) que reportaram a exitência  da enzima mio-

inositol 3- fosfatidil transferase (enzima que forma fosfatidilinositol tendo mio-inositol como 

substrato) em P. knowlesi. Este mesmo grupo mostrou que eritrócitos infectados com P. 

knowlesi e P. falciparum são capazes de sintetizar PIP2.  

Elabbadi et al. (1994) ao adicionarem ionomicina (ionóforo de  Ca2+) em eritrócitos 

infectados com P. falciparum que incorporaram [H3]-inositol monofosfato na presença de 

cloreto de lítio (um inibidor da desfosforilação do IP3), verificaram um acúmulo de IP, IP2 e 

IP3 marcados. Os eritrócitos de mamíferos contêmas quinases necessárias para formar PIP2 a 

partir do PI (Allan, 1982), entretanto eritrócitos não infectados com Plasmodium apresentam 

uma baixa renovação de seu PIP2 além de outros lípides de membrana (Van Deenen et 

al.,1975), A renovação do PIP2 é aumentada quando o eritrócito é invadido pelo Plasmodium 

(Vial et al.,1990). 

A função do IP3 como segundo mensageiro em Plasmodium foi sugerida no trabalho 

de Martin et al. (1994) que demonstraram aformação de IP3 e DAG marcados durante o 

processo de exflagelação em gametócitos de P. falciparum.  

Passos et al. (1998) demonstraram que P. chabaudi isolados e permeabilizados no 

estágio de trofozoíto liberam Ca2+ com a adição do segundo mensageiro IP3exógeno. A 

origem do Ca2+induzida pelo IP3 provinha de dois compartimentos distintos: um sensível a 

tapsigargina (retículo endoplasmático) e um sensível a cloroquina (compartimentos ácidos). 

Este foi o primeiro trabalho a relacionar diretamente a mobilização de Ca2+ com o IP3. 

Entretanto, devido à incapacidade do IP3 de atravessar a membrana, esta mobilização de Ca2+ 

não pode ser testada no ambiente natural do parasita (dentro do eritrócito) e nem com a 

membrana celular do parasita íntegra.  

 Como descrito anteriomente, Hotta et al. (2000) reportaram que o hormônio 

melatonina induz mobilização de Ca2+em P. chabaudi e P. falciparum sendo que esta resposta 
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é abolida na presença do  inibidor de fosfolipase C, adicionando uma importante evidência 

farmacológica do uso da via dependente de PLC/IP3. 

 Raabe et al. (2011) estudaram gametócitos P. berghei transfectados com uma 

construção que gera uma sonda fluorescente que se liga ao PIP2. Quando o PIP2 fluorescente é 

clivado pela PLC, o domínio fluorescente permanece ligado ao IP3.  Neste modelo, ao 

estimular a atividade da PLC deste parasita com ácido xanturênico, este grupo reportou um 

deslocamento da fluorescência da membrana para o citoplasma, um padrão de deslocamento 

esperado para a função do segundo mensageiro IP3. 

 Enomoto et al. (2012) demonstraram uma inibição da mobilização espontânea de Ca2+  

em P. falciparum com o uso da droga 2-aminoetil difenilborinato (2-APB), um inibidor do 

receptor de IP3. Esta inibição causou a morte dos parasitas no estágio intraeritrocítico 

indicando a importância desta via de sinalização no parasita da malária. 

O conjunto destes trabalhos demonstra que Plasmodium usa a via de sinalização 

mediada por IP3. Entretanto, falta caracterizar um componente básico para o funcionamento 

desta via: o receptor de IP3. 

 

1.5  Receptor Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R)  

 

Receptor de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3R) são canais intracelulares de Ca2+ que têm 

função crítica na geração do sinal de  Ca2+  que acompanha as células estimuladas com 

diferentes tipos de agonistas (Berridge, 1993). A abertura dos IP3R depende da ligação com o 

segundo mensageiro IP3 e do Ca2+ no sítio do receptor que está voltado ao citossol (Smith et 

al. ,2009). Todas as células nucleadas de mamíferos contém uma ou mais das três isoformas 

do IP3R (IP3R tipo I, tipo II e tipo III) (Joseph et al.,2005) enquanto que em invertebrados 

possuem somente uma isoforma do IP3R (Baylis et al., 2012). 

Em vertebrados, a proteína que forma o IP3R tem aproximadamente 2700 resíduos, 

mas para que receptor fique funcional esta proteína tem que formar um homotetrâmero 

(Taylor et al., 1999). Os IP3R geralmente são organizados em três partes: um domínio de 

ligação com IP3 na região N-terminal (região que efetivamente se liga ao IP3), o domínio do 

canal  localizado na região C-terminal (onde se localizam as regiões transmembrânicas para o 

acoplamento do receptor na membrana) e um domínio regulatório/acoplamento na região 

intermediária que possui sítios de ligação a diversas moléculas como PKA, calmodulina, ATP 

e Ca2+ (Patel et al., 1999). 
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Além do sítio de ligação ao IP3, o IP3R apresenta ao menos dois sítios de ligação com 

Ca2+, estes sítios ajudam a regular a sensibilidade deste receptor ao IP3 permitindo um melhor 

controle na homeostase de Ca2+, por exemplo, o Ca2+ em baixas concentrações é capaz de 

estimular IP3R do tipo I e inibir o mesmo receptor em altas concentrações (Taylor et al., 

2002). Além do Ca2+, os IP3R  podem ser regulados por eventos de fosforilação ou associação 

a outras proteínas graças aos estímulos de sinais intracelulares como AMPc, ATP e 

intermediários da via glicolítica  (Foskett et al., 2007). 

Os receptores de rianodina (RyR) pertecem a uma família de canal de Ca2+que 

compartilha características com o IP3R: localizam-se no RE, possuem 3 isoformas em 

mamíferos, o canal é formado por um complexo homotetrâmero, pode ser regulado por Ca2+, 

PKA e calmodulina além de possuir um poro iônico muito similar ao IP3 (revisado de Van 

Petegem, 2012). Entretanto os RyR não se ligam ao IP3 e sim ao segundo mensageiro ribose 

ADP cíclica (cADPR) (Chini et al., 2002). IP3R e RyR compartinham uma história evolutiva 

em comum (Mackrill, 2012) e revela parte da diversidade dos canais de Ca2+. 

O conhecimento das propriedades e sítios de ligação do IP3R em vertebrados permitiu 

algumas estratégias para construção de sensores e moduladores de IP3. Uchiyama et al. (2002) 

clonaram um domínio de ligação modificado do receptor de IP3 de camundongo, construção 

denominada IP3-esponja, capaz de se ligar a molécula de IP3 produzido pela célula, 

competindo com os receptores nativos de IP3. Esta construção é uma ferramenta molecular 

importante uma vez que permite observar o que ocorre com a dinâmica de Ca2+ quando se 

limita a disponibilidade deste segundo mensageiro.  

Outra construção interessante para monitoraro IP3, é um sensor de IP3 conhecida com 

pelo nome IRIS (nome dedicado ao deus grego do arco-íris). O IRIS é baseado no domíniode 

ligaçãodo receptor de IP3 tipo 1 em camundongos que foi inserida entre duas proteínas (Venus 

e ECFP) que emitem luz em comprimento de onda específico quando ficam próximas 

(sistema FRET). O IRIS atua como um sensor intracelular de IP3 e não compete fortemente 

com IP3R comparado ao IP3-eponja (Matsu-ra et. al.,2006). 

 

1.5.1Busca pelo receptor de IP3 em Plasmodium 

 

O receptor de IP3 está bem caracterizado em vertebrados e diversos grupos de 

invertebrados. O conhecimento da sequência dos receptores destes grupos é largamente usado 

como sondas na busca que envolve técnicas de bioinformática. 
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Prole et al. (2011) usaram as regiões conservadas dos receptores de IP3 e do receptor 

de rianodinaem mamíferos, em particular a região do poro responsável pela condutividade 

iônica, para realizarem um BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) nos genomas de 

diversos parasitas: P. falciparum, P. knowlesi, P. vivax, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium 

parvum, Babesia bovis, Leishmania infantum, Trypanosoma brucei, T. cruzi, Entamoeba 

histolytica, Giardia intestinalis, Trichomonas vaginalis e Schistosoma mansoni. Porém, este 

trabalho não encontrou nenhum gene candidato para receptor de IP3 nos parasitas do grupo 

dos Apicomplexa (Plasmodium, Toxoplasma e Babesia). 

A despeito das evidências de que o Plasmodium usa IP3 como segundo mensageiro, os 

domínios conservados do IP3R em animais (tal como domínio de ligação ao IP3) não são 

encontrados no genoma de Plasmodium, indicando que no Apicomplexa estes receptores 

sejam mais similares com as plantas (Nagamune et al., 2006). 

Quanto à caracterização do IP3R, as plantas terrestres estão em uma situação similar a 

de Plasmodium e outros Apicomplexas. Há evidência de que receptores de IP3 participam na 

sinalização de Ca2+ estimulada por ácido abscísico (Meimoun et al., 2009). Lin et al. (2004), 

usando a técnica de microarray, tentaram identificar genes relacionados a via de sinalização 

por inositol, entretanto os candidatos apontados pela técnica não atuam como IP3R em 

plantas. O uso do BLAST tendo como sonda a região de ligação do receptor de IP3 em 

camundongos não revelou nenhum candidato no genoma de diversas plantas (Krinke et al., 

2007). 

Hirata et al. (1990) desenvolveram uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3. 

Sintetizando um composto análogo ao IP3 ( 2-O-[4-(5-aminoetil-2-hidroxifenilazo) benzoil]-

1,4,5 tri-O-fosfo-mio-inositol ) capaz de se ligar a uma coluna de sefarose (5-carboxipentil-

sefarose), este grupo foi capaz de purificar proteínas que tem afinidade ao IP3 como IP5-

fosfatase e IP3 3- KI. Kishigami et al. (2001) utilizaram uma coluna similar para purificar 

proteínas do extrato de células do olho de polvo Todarodes pacificus que se ligavam ao IP3. 

Com esta técnica, este grupo conseguiu identificar uma fosfolipase C (PLC) em T. pacificus. 

 Uma vez que as ferramentas de bioinformática ainda não apontaram canditatos para 

receptor de IP3 em Plasmodium, o uso de uma coluna de cromatografia de afinidade ao IP3 

pode trazer resultados interessantes na identificação deste receptor em Apicomplexa e em 

plantas. 
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1.6 Digestão da hemoglobina em Plasmodium e os efeitos tóxicos da formação da hemina 

 

Durante o ciclo intraeritrocítico do Plasmodium ocorre uma intensa endocitose de 

hemoglobina como fonte de nutriente (Langreth, 1976). 

Elliot et al. (2007) em um elegante trabalho, demonstraram que a absorção da 

hemoglobina pelo P. falciparum abrange quatro processos distintos. Um deles descreve o 

parasita engolindo o citosol da célula hospedeira (que deram o nome de "grande gole"). Além 

deste, outros dois processos ocorrem de forma semelhante a uma endocitose (citóstoma) que 

levam à formação de vesículas  pequenas ou vesículas em forma de longos tubos finos. O 

último processo é semelhante a uma fagocitose e é similar ao “grande gole”. A formação do 

citóstoma constitui um serviço de transporte das vesículas que finalmente entrega 

hemoglobina parcialmente degradadas para o vacúolo alimentar. Estes estudos foram 

conduzidos por meio de análise de microscopia eletrônica de seção fina no parasita em 

diferentes estágios do ciclo intraeritrocítico. 

 A degradação bioquímica da hemoglobina dentro do parasita é um processo 

especializado e eficiente, mas isto gera a liberação da hemina (ferro protoporfirina IX). 

Altas concentrações de hemina livre promove um efeito detergente que danifica a 

membrana celular (Schmitt et al., 1993) além de inibir uma ampla variedade de enzimas como 

proteases ( Aft et al.,1983). Hemina em baixas concentrações é capaz de causar peroxidação 

lipídica (Graça-Souza et al.,2006). Além disto, a hemina e o próprio ferro presente nesta 

molécula podem atuar como agente pró-oxidante danificando o DNA e promovendo a 

decomposição de peróxidos orgânicos (Van der Zee et al., 1996). A toxicidade da hemina é 

uma das barreiras que Plasmodium precisa lidar para completar seu desenvolvimento 

intraeritrocítico. 

 

1.6.1Mecanismos de defesa contra hemina em Plasmodium  

 

1.6.1.1Hemozoína e sua formação 

 

 O mecanismo de desintoxicação da hemina mais importante encontrado em 

Plasmodium é sua conversão da hemina em hemozoína ( -hematina) (Sherman et al., 1965). 

Em P. falciparum, a hemina é sequestrada no vacúolo digestivo e polimerizada em estrutura 

cristalina marrom escura denominada hemozoína, também conhecida como pigmento 

malárico. Durante o ciclo intraeritrocítico, metade da hemoglobina presente no eritrócito 
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infectado é convertida em hemozoína (Moore et al.,2006) e em trofozítos de P. falciparum, 

95% da hemina livre é convertida em hemozoína (Egan et al., 2002). 

 A estrutura da hemozoína nas espécies de Plasmodium é mantida por interações 

iônicas e ligação de hidrogênio entre os agrupamentos da hemina (Pagola et al., 2000). Há 

diversas propostas que explicam a formação da hemozoína em Plasmodium.  

Os primeiros trabalhos que estudaram a origem da hemozoína em Plasmodium 

sugeriram que esta era formada por hemoglobina parcialmente degradada e não indicavam a 

presença de nenhum catalisador além das enzimas responsáveis pela proteólise da 

hemoglobina (Goldie et al., 1990). 

Posteriomente, Slaler et al. (1992), na busca de um catalisador na formação de 

hemozoína, identificaram e caracterizaram uma proteína que apresentava uma atividade 

“heme polimerase” dependente de temperatura e pH nos extratos de trofozíto. 

 Entretanto Dorn et al. (1995) reportaram um processo auto catalítico, promovido por 

uma hemozoína pré formada ao invés de uma enzima. Neste trabalho os autores 

demonstrarama formação da hemozoína em amostras livres de proteína e que a adição de 

diversas proteases não alterava a formação deste cristal. 

Bendrat et al. (1995) sugeriram a participação de lipídios de membrana na formação 

da hemozoína, indicando que o processo auto catalítico proposto no trabalho de Dorn et al. 

(1995) era causado pela contaminação destes lipídeos na amostra. 

Entretanto a participação de proteínas ricas em histidina também foi reportada como 

importantes componentes no processo de formação da hemozoína em P. falciparum (Sullivan 

et al., 2002). Em especial a proteína HRPII, abundante em P. falciparum, capaz de induzir a 

formação de hemozína in vitro. Esta proteína tem a capacidade de se ligar a várias moléculas 

de hemina graças à interação com o aminácido histina (Choi et al., 1999), induzindo assim a 

formação do cristal por facilitar a formação de dímero de hemina (Pandey et al.,2003). 

Muitos trabalhos contestaram a importância das proteínas ricas em histidina no 

processo de polimerização da hemina. Papalexis et al. (2001) reportaram que apenas uma 

quantidade pequena da HRPII eram encontradas no vacúolo digestivo. Pandey et al. (2003) 

reportaram que somente a presença da HRPII in vitro não aumentava a velocidade de 

formação da hemozoína de forma compatível in vivo sugerindo a importância da interação 

desta proteína com lipídeos. Interessante que os parasitas P. berghei e P. vivax não possuem a 

proteína HRPII, porém são capazes de formar hemozoína. 

Jani et al. (2008) reportaram a existência de uma proteína (número de acesso no 

Plasmodb: PF14_0446) conservada em Plasmodium capaz de converter hemina em 
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hemozoína no vacúolo digestivo, sugerindo esta proteína como alvo interessante para 

tratamento contra malária. 

O bloqueio da formação da hemozoína é o principal alvo das terapias antimaláricas 

(Rathore et al., 2005). Drogas importantes como cloroquina e artemisinina atuam na formação 

da hemozoína embora a natureza bioquímica desta inibição ainda seja alvo de investigação. 

 

1.6.1.2Heme oxigenase (HO) 

 

A degradação da hemina a biliverdina (BV), catalisada pela enzima heme oxigenase 

(HO) é a via principal para o catabolismo de hemoproteínas em mamíferos e também é uma 

estratégia para lidar com a toxicidade da hemina (Docherty et al., 1984).HO é encontrada em 

todos os vertebrados, é amplamente distribuida em insetos, já foi indentificada em plantas, 

cianobactérias, algas e em algumas bactérias patogênicas (revisado de Kikuchi et al., 2005). 

A heme oxigenase é capaz de clivar a hemina utilizando NADPH e O2 na presença de 

P450 redutase, gerando biliverdina, CO e Fe2+ (Schacter et al., 1972).  A transformação da 

hemina em biliverdina (BV), catalisada pela HO, envolve três passos. No primeiro passo, a 

hemina férrica é oxidada a α-meso-hidroxihemina, com o uso de 2 elétrons cedidos pela P450 

redutase e uma molécula de oxigênio. O α-meso-hidroxihemina é então convertido a 

verdohemina ferroso, em uma reação que utiliza 2 elétrons, uma molécula de oxigênio e libera 

CO. No passo final, o verdohemina é convertido à biliverdina ferrosa, com consumo de 3 

elétrons e mais uma molécula de oxigênio. O íon ferroso é liberado, seguido da dissociação da 

biliverdina da enzima (Wang et al.,2003). BV é então convertido em bilirrubina (BR) por uma 

segunda enzima, a biliverdina-redutase (BVR) na presença do NADPH que atua como doador 

de elétrons (Docherty et al., 1984; Kutty et al., 1988). 

Em humanos há duas isoformas da HO (HO-1 e HO-2) expressas por genes diferentes, 

mas com propriedades bioquímicas similares (McCoubrey et al., 1997). A HO-2 é expressa 

constitutivamente enquanto que a expressão da HO-1 é regulada por diversos fatores como 

estresse oxidativo, citoquinas, metais pesados e hipóxia (Kikuchi et al., 2005). Esta regulação 

confere uma importante função na citoproteção em diversas células e tecidos. 

 Em grupos como répteis, aves, peixes e insetos a atividade da HO é importante para 

regular as concentrações de BV que é usada diretamente na pigmentação (Terry et al., 2002). 

 Em plantas e cianobactérias, a atividade da HO tem importante função na produção de 

biliverdina IXα, composto chave para síntese de fitobilina que é usado como sensor de luz 

vermelha e infravermelha (Beale, 1991). 
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 Em algumas bactérias patogênicas, a atividade da HO tem como função obter ferro 

como nutriente a partir da hemina do hospedeiro além de regular a produção de toxinas 

protéicas (Schmitt et al., 1993).  

Okada (2009) reportou a existência de uma heme oxigenase em P. falciparum (PfHO), 

número de acesso PlasmoDB: PF10_0116. Okada (2009) demonstrou que a PfHO é capaz de 

converter hemina em bilirrubina na presença de quelantes de ferro (ferrodoxina e de 

ferroxamina). Este trabalho revelou uma propriedade interessante da  PfHO: a capacidade de 

converter hemina em biliverdina (atividade heme oxigenase)  e biliverdina em bilirrubina 

(atividade biliverdina redutase). O papel da PfHO foi considerada como mecanismo 

secundário de lidar com o hemina livre (figura 7). No genoma de P. falciparum não foi 

encontrado uma  biliverdina redutase (BVR), enzima que converte a biliverdina (BV) em 

bilirrubina (BR) (Gardner et al., 2002). 

Sartorello et al. (2010) também demonstraram a atividade heme oxigenase da PfHO. 

Entretanto, a afinidade da PfHO com hemina (KD  4± 2µM ) foi considerada baixa comparada 

a heme oxigenase (HO) de humanos (0.84± 0.2µM) (Wilks et al., 1996) sugerindo uma baixa 

eficiência em remover hemina no meio celular. 

Kumar et al. (2008) demonstraram que os produtos de degradação da hemina (BV e 

BR), em concentrações micromolares, inibem o crescimento de P. falciparum no ciclo 

intraeritrocítico pela formação de espécies reativas de oxigênio. Este trabalho sugere que a 

falta de uma via clássica de detoxificação do heme a partir de uma HO é uma forma de 

proteção contra os efeitos tóxicos da BV e BR. Considerando este fato, é notável a capacidade 

de P. falciparum de realizar a biossíntese da hemina apesar da sua toxicidade (Sato et al., 

2004; Surolia et al., 1992). O genoma deste parasita codifica todas as enzimas necessárias 

para a formação da hemina (Gardner et al., 2002), sugerindo um papel importante para a 

hemina no ciclo do parasita.  

P. berghei e P. yoelii ativam a HO do hepatócito e o aumento da concentração de BV 

resultante da atividade HO do hospedeiro aumenta a parasitemia na fase hepática (Epiphanio 

et al., 2008). Este trabalho revelou que o parasita pode se beneficiar da heme oxigenase do 

hospedeiro, uma vez que baixas concentrações de hemina evita processos inflamatórios. 

  A atividade heme oxigenase e biliverdina redutase da PfHO ainda é controversa. 

Sigala et al., 2012, ao usarem uma sonda fluorescente que se liga a BV em P. falciparum, não 

detectou indícios da atividade HO. Este mesmo grupo, trabalhando com a proteína PfHO 

purificada, não conseguiu obter in vitro a conversão de hemina para biliverdina embora tenha 
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detectado a ligação entre hemina e PfHO. Este trabalho sugeriu que a PfHO não possui a 

função de participar da via de desintoxificação da hemina através da produção de BV e BR. 

 Considerando a importância para o parasita em lidar com a hemina no estágio 

intraeritrocítico, a investigação da atividade e função da PfHO pode revelar importantes 

informações a respeito da biologia e estratégia de sobrevivência deste parasita.  

 

Figura 7-Esquema das vias de remoção da hemina em P. falciparum.  
 

 
Em A: seta evidenciando a formação da hemina em hemozoína (cristal escuro evidenciado na foto 
feita em microscopia confocal). Principal mecanismo de detoxificação da hemina. B: seta indicando a 
atividade heme oxigenase da PfHO, que converte hemina em biliverdina. C: seta indicando a atividade 
biliverdina redutase, converte biliverdina em bilirrubina. 
Fonte: Baseado em Okada (2009); Sartorello et al. (2010);Sherman et al. (1965). 
  

 

1.6.2Protoporfirina XI e metaloprotoporfirinas 

 

A protoporfirina XI é um composto formado por um anel tetrapirróico precursor de 

diversas moléculas biológicas importantes como a hemina, a clorofila e citocromo C 

(Battersby et al., 1980). Este é capaz de formar metaloprotoporfirinas ao se associar a 

diferentes íons metálicos pela remoção dos íons H+ presentes nos grupos internos N-H 

(Borovkov et al., 1999).  
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Nos organismos as metaloprotoporfirinas são geralmente associadas às proteínas 

formando estruturas de grande importância biológica, como a hemoglobina, a mioglobina 

(papel no armazenamento de oxigênio nos músculos) e em várias enzimas envolvidas em 

processos metabólicos como os citocromos e vitaminas (revisado de Leeper et al., 1989).  

Na forma livre, as metaloprotoporfirina têm sido caracterizadas como moduladores 

da atividade heme oxigenase (Vreman et al., 1981).  Esta propriedade das 

metaloprotoporfirinas tem sido explorada para tratar pacientes com alta concentração de BR 

(Vreman et al., 2001) além de ótima ferramenta farmacológica para estudar o efeito da 

modulação da heme oxigenase em sistemas biológico e in  vitro (Drummond et al., 1986). 

O metal localizado na protoporfirina altera as propriedades modulatórias sobre a 

heme oxigenase. O zinco protoporfirina XI (Zn-PPIX) é um clássico e eficiente inibidor da 

HO. Zn-PPIX é formado naturalmente no organismo especiamente no período de depleção 

do ferro (Labbe et al., 1999). 

O cobalto protoporfirina XI (Co-PPIX) é um conhecido indutor da atividade heme 

oxigenase e foi um dos primeiros íons identificados a exibir esta propriedade de indução in 

vivo em diversos tecidos (Maine et al., 1977). 

Estudos em que o ferro da hemina é substituído sinteticamente por outros metais 

formando metaloprotoporfirinas que não são encontradas em sistemas biológicos, tal como 

caso da Ni-protoporfirina IX, ampliam as opções do uso clínico e experimental das 

metaloprotoporfirinas. 

  

1.6.3  Ação das metaloprotoporfirinas em Plasmodium 

 

Os derivados sintéticos da hemina, denominados metaloprotoporfirinas, têm sido 

caracterizados como inibidores por competição da enzima heme oxigenase (Drummond et al., 

1981).  

 Metaloprotoporfirinas são potentes inibidores da polimerização in vitro da hemina 

(Basilico et al., 1997; Martiney et al., 1996; Monti et al., 1999). O íon metálico localizado no 

centro da protoporfirina IX tem importante função em inibir as interações π-π formadas entre 

a hemina e o íon metálico (Cole et al., 2000). 

 A atividade antimalárica de diversas metaloprotoporfirinas já foi testada (Begum et al., 

2003). Entretanto, foram necessárias concentrações de até 190 µM para obter o valor do IC50 

em alguns destes compostosapós 72 horas de incubação em cultura de P. falciparum.  
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O potencial antimalárico das metaloprotoporfirinas é limitado pela baixa solubilidade 

em meio aquose e baixa permeabilidade em membranas biológicas (Begum et al., 2003; 

Borovkov et al., 1999). Esta limitação levou diversos trabalhos a usar polímeros e micelas 

associados a metaloprotoporfirina melhorando seu potencial terapêutico. (Ding et al., 2011; 

Engelmann et al., 2007). 

Goldberg (2007) demonstrou que, além do metal, a alteração no anel da protoporfirina 

XI é capaz de otimizar as propriedades oxidativas e solubilidade. 

 A via de detoxificação da hemina é um importante alvo para ação de antimaláricaos 

como a cloroquina (Gorka et al., 2013). Até o presente trabalho, a modulação pelas 

metaloprotoporfirinas na enzima heme oxigenase de P. falciparum nunca foi testada. Este 

estudo pode revelar características interessantes sobre o funcionamento desta enzima e 

explorar novas vias de inibição do catabolismo do heme neste parasita. 
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6 CONCLUSÕES 

  

No trabalho envolvendo o papel do IP3 na trandução de sinal em P. falciparum, 

demonstramos que trofozoítos não permeabilizados dentro do eritrócito (ambiente natural) são 

capazes de mobilizar Ca2+ na presença do segundo mensageiro IP3 através de um 

compartimento sensível a tapsgargina. 

 A sensibilidade do P. falciparum ao IP3 não é constante durante o ciclo 

intraeritrocítico uma vez que esquizontes não segmentados não são capazes de mobilizar Ca2+ 

na presença deste mensageiro. 

 O hormônio melatonina é capaz de estimular diretamente IP3/IP4 citossólicos e induz 

Ca2+ através da via PLC/IP3R em P. falciparum. 

 O uso de sensores como IRIS e de proteína que tamponam o IP3 celular como IP3 

esponja expressos de forma constitutiva provavelmente afetam a viabilidade celular do P. 

falciparum. 

 O uso de coluna de cromatografia de afinadade ao IP3 apresentou 51 proteínas 

candidatas ao receptor de IP3 em P. falciparum. 

 No trabalho envolvendo a função da heme oxigenase de P. falciparum (PfHO) 

confirmamos a atividade biliverdina redutase (BVR) in vitro nesta enzima. 

 A atividade BVR da PfHO é modulada negativamente por diversas 

melatoprotoporfirinas (Zn-PPIX, Ni-PPIX, Mn-PPIX, Cu-PPIX, Co-PPIX) e protoporfirina 

sem metal (PPIX) in vitro. Zn-PPIX é capaz de, em duas horas,  reduzir consideravelmente a 

área da hemozoína em eritrócitos infectados por em P. falciparum. 

 O encapsulamento das metaloprotoporfirina aumenta consideravelmente o potencial 

antimalárico destes compostos. 

 Hemina e biliverdina são capazes de modular o ciclo intraeritrocítico do P. falciparum. 

O ensaio de ligação proteína-BV evidenciou a enolase de P. falciparum como um potencial 

sensor de BV. 
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